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V E G F フ ァ ミ リ
ー 遺 伝子 群 の 構造 と発 現

-

V E G F rB
,
V E G F - C , PI G F を コ

ー ドする ウ シ c D N A の 分離 と血管内皮細胞,

周皮細胞における V E G F フ ァ ミリ
ー 遺伝子群発現の 定量 的解析

-

金沢大学医学部医学科生 化学第二 講座 ( 主任 : 山本 博教授)

劉 暁 旭

血管内皮増殖因子 GT a S C ul a r e n d o th eli al g r o w 血f a c t o r , V E G F) フ ァ ミ
1)

一

に属す る新 し い メ ン バ
ー

,
V E G F B

,
V E G F - C

･

胎盤成長因子 b l a c e n ta g r o w th f a c to r , PI G F) の 微小 血管細胞で の 発現と そ の 制御を明ら か に す る目的
で
,
ウ シ心臓由来 c D N A

ラ イ ブ ラリ
ー より各因子を コ ー ドす る c D N A を分離 して構造決定 を行 な っ た 後, 決定 した 塩基配列 に基づ きウ シ網膜微小血管

周皮細月包と ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞で の V E G F フ ァ ミ リ
ー

の 発現 を定量解析 した ･ ウ シ V E G F JB c D N A は21 ア ミ ノ酸 の シ グ

ナ ル 配列を含む188 個 の ア ミ ノ 酸か ら なる タ ン パ クを コ
ー ドし

,
ヒ ト配列 と ヌ ク レオ チ ドで9 3 ･7 % , ア ミ ノ 酸で 93 ･6 % の 相同

性を有 し て い た . また
,
オ ル タ ナ テ ィ ブス プ ライ シ ン グに より 生 じた と 考えら れ る 186 ア ミ ノ 酸か ら なる成熟蛋白 を コ

ー

ドす

る バ 1) ア ン トが分離 さ れ た . ウ シ V E G F IC の c D N A は20 ア ミ ノ酸 の シ グナ ル 配 列を含 む420 個 の ア ミ ノ 酸 か ら なる タ ン
パ ク を

コ
ー

ド し
,
ヒ ト配列と 比較 して ヌ ク レオ チ ドで は8 6 ･9 % , ア ミ ノ 酸で は88 ･1 % の 相 同性を有 し て

い た ･ ウ シ PI G F c D N A は20

ア ミ ノ酸 の シ グナ ル 配列 を含む149 個 の ア ミ ノ 酸 か ら なる タ ン パ ク を
コ ー ド し , ヒ ト配列 と ヌ ク レオ チ ドで は 74 ･9 %

,
ア ミ ノ

酸で は75 .2 % の 相同性を有 して い た . 正 常酸素濃度また は低酸素状態で培養 した ウ シ網膜微小血管周皮細胞 と ヒ ト皮膚微小血

管内皮細胞 か ら ポ 1) A
十

R N A を分乾 し, 逆転写 (r e v e r s e tr a n s c ri pti o n , R T)
- P C R 法 に よりV E G F フ ァ ミ

1) - の 発現を検討 した

結果, 両細胞で V E G F と とも にV E G F
-B
,
V E G F - C , P I G F す べ て の m R N A が 検出 さ れ た ･ 競 合P C R 法 に より内皮細胞 に存在す

る V E G F フ ァ ミ リ
ー の m R N A は

,
お お よ そ V E G F が 7 .5 × 1 0

5
コ ピ ー

在 g ポ リ A
+

R N A
,
P I G F が 9 ･5 × 1 0

7
コ ピ ー

〃1 g ポ リ A
+

R N A と算定 さ れ た . V E G F IB とV E G F I C は定量 の 範囲以 下 で そ れ ぞ れ 3 ･8 ×1 0
4
コ ピ ー お よ び 4 × 10

2
コ ピ

ー

/ FL g ポ
l
) A

+

R N A 以

下と推定 され た . 同様に周皮細胞で は ,
V E G F

,
V E G F - B

,
V E G F I C

,
P I G F m R N A が FL g ポリ A

'

R N A あ たり そ れ ぞ れ お お よ そ

2 .4 × 1 0
6
コ ピ ー

,
1 .2 × 1 0

5
コ ピ ー

,
1 .2 × 1 0

7
コ ピ

ー

,
2 .4 × 1 0

4
コ ピ ー

と 算定 さ れ た ･ 以 上 の 結果 よ り, 微小 血 管細胞自身が

v E G F の み な らず V E G F フ ァ ミ リ ー の 他 の 因子を発現 して い る こ と, なか で も内皮細胞 で は PIG F , 周 皮細胞で は V E G F
- C が

v E G F より多量 に存在 して い る こ とが 明ら か と なり, こ れ ら 因子もV E G F と と も に オ
ー

トク リ ンま た は パ ラ ク リ ン に血 管細胞

自身 に作用 し血管の 恒常性維持や血管新生 に 関与 して い る可能性が考え られ た ･

K e y w o r d s v a s c u la r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r f a m ily , m i c r o v a s c u la r e n d o th eli al c e
ll s

, p e ri c y t e s ,

h y p o xi a , C D N A cl o nin g

血 管新生 は既存 の 毛細血管か ら新 しい 血管の ネ ッ ト ワ
ー ク が

増生さ れる現象で
l- 2)

, 個体 の 発生
･ 成長や 生 殖

,
創傷 治癒 が進

行する 上 で必須 である . また
,
が ん の 増殖 ･ 転移や 糖尿病性細

小血管症, リ ウ マ チ 性関節炎な どの 進行
･ 増悪 は血管新生 に 依

存す る こと か ら, 血管新生 の しく み お よ び そ の 制御機構を明 ら

か にす る こ とは
,
これ ら疾病の 発症 ･ 進展 の 過程を理解 し, そ

の 予防
･ 治療 法を解明す る上 で 重要 と考えら れ る .

実際 の 血 管新生 の 場 であ る微小血管 は血 管内皮細胞と血管周

皮細胞 か ら構成 さ れ て おり, これ ら二 種の 細胞間の 相互 作用 が

血管新生や血管機能 の 制御 に重要 と考え られ る
3) 4)

. 血 管新生 を

誘導す る最も主要 な要因 は組織 の 局所的な低酸素状態で ある

が
,
金沢大学医学部生化学第二教室で は先 に , 細小血 管 を構成

する細胞 の 培養系, すな わち ヒ ト臍帯静脈内皮細胞と ウ シ網膜

微小 血管周皮細胞, を用 い て低酸素状態 で の 各 々 の 細胞の 動態

を解析 した 結果, 低酸素状態 で内皮細胞 お よ び 周皮細胞で 血管

内皮増殖因子 h Ta S C u l ar e n d o th eli al g r o w th f a ct o r , V E G F)
5) を コ

ー ドする 遺伝子 の 発現 が誘導さ れ る こ と , そ し て 産生 さ れ た分

泌型V E G F が オ
ー

トク リ ン また は パ ラ ク リ ン 的 に作用 し て ,
内

皮細胞 の 増殖を促進す る こ と を発見 した
6)
. ま た 最近, ヒ ト成

人皮膚微小血管内皮細胞の 培養を用 い て , 低酸 素状態が微小血

管内皮細胞 で もそ の 増殖 と管腔形成 を促進 し, こ れ が や はり

血 管細胞自身が産生 す る V E G F を介 して い る こ と を 明 ら か に

平成 9 年1 1 月 2 6 日受付,
平成9 年1 2 月2 2 日受理

A b b r e vi ati o n s : b p , b a s e p ai r s; Flt Tl 血 s -1ik e ty r o sin e kin a s e
-1 ; F lt -4 , 血 s

-1ik e t y r o sin e kin a s e
-4 ; k b p , kilo b a s e p airs;

K d r , ki n a s e i n s e r t d o m ai n c o n t ai ni n g r e c e p t o r t y r o si n e ki n a s e; PI G F , P l a c e n t a g r o w th f a c t o
r; R T

q P C R , r e V e r S e

t r a n s crip tio n
-

P Oly m e r a s e ch ai n r e a cti o n ; V E G F , V a S C u la r e n d o th eli al g
r o w 也 f a ct o r; V E G F - B

,
V a S C ul a r e n d o th eli al

g r o w th f a ct o r
L B ; V E G F

■C
,
V a S C ul a r e n d o th eli al g r o w 也f a ct o r

- C



V E G F フ ァ ミリ
ー

遺伝子群 の 構造と発現

し た
7 卜 f})

. さ ら に
, 周皮細胞 の 低酸素状態で の 増殖促進 が , 低

酸素で周皮細胞自身が産生す るV E G F を介 して い る こ と を 明ら

かに した
1(り

.

ごく 最近
,
V E G F と 相 同性を有す る複数 の 因子 ,

す な わ ち

V E G F - B
ll )

,
V E G F - C

12)

, 胎盤成長因子 (pl a c e n t a g r o w th f a ct o r ,

PI G F)
1:う}
が 分離 さ れ, V E G F は複数 の メ ン バ ー

か ら な る遺伝子フ

ァ ミリ
ー を構成 して い る こ とが 明ら か と な っ て きた . V E G F - B

の 特異受容体は い ま だ 見出さ れ て い な い が , V E G F - C はf m s 様

チ ロ シ ン キ ナ
ー

ゼ ー4 (f m s -1ik e ty r o si n e k i n a s e -4 , Fl t r 4)〔別名

V E G F 受容体-3 叩 G F r e c e p t o r -3 , V E G F R -3)〕 お よ び キ ナ
ー

ゼ

イ ン サ
ー

ト ド メ イ ン 含有 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ
← ゼ (ki n a s e

i n s e rt d o m ai n c o n t ai n i n g r e c e p t o r t y r o si n e k i n a s e , K d r)

ⅣE G F R -2) と , PI G F はFlt-1 (V E G F R -1) と 相互作用す る こ とが

示さ れ て い る
14)

. こ れ ら V E G F フ ァ ミ リ
ー に 属す る新 しい メ ン

バ ー の 生 理機能 は い ま だ 明確で は な い が , こ れ ら の 受容体 はい

ずれ も血 管細胞 で発現 して い る
7ト 1t】)
こ と か ら

,
血 管 の 恒常性維

持や 血 管新生 と の 関わり が考え られ る . 本研究 で は, 血 管細胞

自身で の こ れ ら V E G F フ ァ ミリ
ー の 発現 とそ の 制御を明 らか に

する こ と を目的 と し て
,
まずウ シの V E G F - B

,
V E G F - C

,
P I G F

6 1 5

を コ ー

ドす る c D N A を分離 して 初 め て そ れ ら の 構造 を決定 し

た. さ ら に
,
ウ シ網 膜微小血管周皮細胞と ヒ ト皮膚微小血管内

皮細胞 にお け るⅥ三G F フ ァ ミリ ー の 各因子の m R N A の 存在とそ

の 量比 を明 らか にする と 共に低酸素 に対する各遺伝子の 応答性

を解析 し た.

材料 お よび 方法

Ⅰ . 材 料

ウ シ心臓由来 c D N A ラ イ ブ ラ リ ー

は
,
U ni -Z A P II ベ クタ

ー

に

平均鎖長約1 キ ロ 塩基対 (kil o b a s e p ai r s , k b p) の ウ シ心臓由来

C D N A が挿入 され た もの で
,
S tr at a g e n e 社 ( h J oll a , 米国) か ら

購 入 し た . ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞 は ク ラ ボ ウ社 (寝屋 川)

より 恵与さ れ た . ウ シ網膜周皮細胞 は網膜微′ト血 管か ら既述の

方法
:l)4)
で分離 し培養化し た.

ⅠⅠ . ラ イ ブラ リ ー

ス ク リ
ー

ニ ング用プロ
ー ブの 調製

ヒ トお よ び マ ウ ス V E G F Y B
,
V E G F - C

,
P I G F の ホ モ ロ ジ

ー

解

析に より両生物種間で保存度の 高い 領域 を選定 し, 当該ア ミ ノ

酸配列 に対応す る ヒ ト c D N A の ヌ ク レ オ チ ド配列 に基 づ い て

P C R 用プ ラ イ マ ー を設計 し た .
V E G F - B 用の 5

,

お よ び3
,

プ ライ

T ab l e l . N u el e o tid e s eq u e n c e s o f th e p ri m e r s u s e d in R T
- P C R a n d

p
r o b e s f o r d et e cti o n or P C R

p
r od u c t s

m R N A 5
'

p rl m e r 3
-

p r l m e r P r ob e

H u m a n V E G F

B cI Vi n e V E G F

H u m a n V E G F - B

B o vi11 e V E 〔i F - B

H u m a n V E G F q C

B o vi n e V E G F - C

H u m a n P I G F

B o vi n e P I G F

ノ
ヲーa Cti n

5
1

- G G C C T C C G A A A C C A T G A A C m C T G C T -3
'

S ;I m e a S ab o v e

5
'

- G C C A A A C A G C T G G T G C C C A G- 3
1

5
r

- C A C A G C C A G T G T G A A T G C A G A C - 3
■

5
'

- G G T C C T T C C A C C A T G C A C T T G G C - 3
r

5
'

- G A A C A A G G C T T A T G C A G G C A A A G-3
1

5
l

- A C C A T G C A G C T C C T A A A G A T
- 3

1

5
l

- G T G C C C T T C C A G C A A G T G T G - 3
r

5
l

- A T C A C C A T T G G C A A T G A G C G-3
■

5
'

- C C T C C T G C C C G G C T C A C C G C
-

3
1

S a m e a s ab o v e

5
■

- C T T G G C A A C G G A G G A A G C T G
- 3

'

5
■

- G A T G G C A G C C T T G G A G A G A C-3
'

5
一

- G C A T G C A T T G A G T C T T T C T C C A C T C-3
'

5
l

→ C C A C A T C T G T A G A C G G A C A C A C - 3
'

5
l

- C A C T G A A T T C C T G A G G G T C C T G- 3
■

5
1

- C T C T T C C G A G G G A C T G G T T A C - 3
'

5
■

- T T G A A G G T A G T T T C G T G G A T
-

3
l

5
'

-

G G T G A A G T T C A T G G A T G T C A T T C A G C G C A G-3
1

5
'

- C A C A C A C T C C A G A C T T T C G T C A T T A C A G C A G-3
r

5
1
- T C T G C A T T C A C A C T G G C T G T G T T C T T C C A

- 3
'

5
1

- C A C T G A G T C T G A A A A G C A G T T T G T C A C C T T C G - 3
.

5
.

- C T C T G T r A T G T T G C C A G C C T C C
r

r
V

T T C C T T 3
1

5
■

- G T G G C A T G C A T T G A G T C T T T C T C C A C T C A T T A T ･ 3
'

5
r

- C T G A G A G A A C G T C A G C T C C A C G T A G G A - 3
'

5
'

- T C C A C A A A G A A G G G C T G G T C C A G A G A-3
'

5
●

- T G A G G C A C T C T T C C A G C C T T-3
'

T a ble 2 ■ N u cl e o tid e s e q u e n c e s of t h e p rl m e r S u S e d Lb r c o n s tr u c ti o n o f t h e t e m pl at e s fo r c o m p e tit o r R N A s

m R N A 5
'

p r l m e r

H u m a n V E G F 5
'
- G G C C T C C G A A A C C A T G A A C T T T C T G C T A G G A G T A C C C T G A T G A G A T C G A G T A C- 3

l

( n u cle o tid e s 2 4 4 -2 6 9)

B o vi n e V E G F 5
●
- G G C C T C C G A A A C C A T G A A C T T T C T G C T A G G A G T A C C C A G A T G A G A T T G A G T T C -3

l

( n u cle o tid e s 7 3 0 -7 5 5)

H u m a n V E G F - B 5
l

- G C C A A A C A G C T G G T G C C C A G C A G A T C C T C A T G A T C C G G T A C C
-3
r

( n u cl e o tid e s 30 ト3 2 2)

B o vi n e V E G F- B 5
一
- C A C A G C C A G T G T G A A T G C A G A C C A G C T T C C T C C G T T G T C A A G GL3

■

( n u el e o tid e s 5 87
- 6 0 7)

H u m a n V E G F - C 5
'

- G G T C C T T C C A C C A T G C A C T T G A G A T C T G G A G G A G C A G T T A C G G-3
.

( n u cl e o tid e s 5 1 3
- 5 3 4)

B o vi n e V E G F - C 5
●
- G A A C A A G G C T T A T G C A G G C A A A G G A A A G G A G G C T G G C A A C A T A G - 3

'

( n u cl e o tid e s 37 8 -3 9 8)

H u m a n PI G F 5
一

- A C C A T G C A G C T C C T A A A G A T C C A A G G T G C G G C G A T G C T G T T C - 3
一

( n u c le otid e s 7 4 l
-7 6 0)

B o vi n e PI G F 5
'
- G T G C C C T T C C A G C A A G T G T G G G C T G C T G C A G T G A T G A G A G -3

.

( n u c le otid e s 5 6 1
-5 8 0)

U n d e rlin e d s e q u e n c e s in d ic a t e th e n u cl e otid e s e q u e n c e s o f t h e p rl m e rS u S e d i n th e c o m p etitiv e P C R , W hi ch ar e th e s a m e

S e q u e n C e S a S th o s e u s e d in th e R T
- P C R .



6 1 6

マ
ー

は そ れ ぞ れ ヒ トc D N A
ll)
の 塩基番号93 -1 1 7 と4 09 -4 2 6 に 対応

す る . 同様 に , V E G F - C は ヒ ト c D N A
1 2) の 塩 基番号9 68 - 9 8 7 と

15 8 8 - 1 6 0 9 に , P I G F は ヒ トc D N A
lニi)
の 塩 基番号443 -4 6 2 , 6 3 1 -6 52

にそ れ ぞ れ対応する . ウ シ心臓 か ら ク イ ッ クプ レ ッ プ m R N A 精

製 キ ッ ト (P h a r m a ci a , U p p s al a , ス ウ ェ
ー デ ン) を用 い て 分離

し たポ リ A
･

R N A を鋳型と して各プ ライ マ ー セ ッ トを用 い た ⅣⅠ㌧

P C R を 行い ,
増 幅D N A 断片を p C R 2 . 1 ベ ク タ

ー

(I n vi tr o g e n ,

S a n D i e g o , 米 国) に ク ロ
ー ン 化 した . 得られ た組み 換え プ ラス

ミ ドを分離 し て 塩基配列を決定 し た結果, V E G F LB , V E G トC ,

P I G F プ ライ マ ー で増 幅さ れ た D N A 断片 は対応す る ヒ ト c D N A

領域と そ れ ぞれ91 .8 % , 8 8 % , 8 6 .8 % の 相同性 を 示 した こ とか

ら
,
ウ シ V E G F L B

,
V E G F - C

,
PI G F c D N A の 部分配列 と判定 さ

れ た . 各プ ラ ス ミ ドを大量精製後制限酵素消化 し, ベ クタ
ー

か

ら切り出された挿入 c D N A 配列 を低融点ア ガ ロ
ー

ス 電気泳動で

分離 して プ ロ ー ブ標品と した .

肌 c D N A ク ロ
ー ニ ン グ

ウ シ心臓由来 フ ァ
ー

ジ c D N A ラ イ ブ ラ 1)
-

(計10
6
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A A G 且 G 姐 ℡G G G G ℡C C C G A C ℡C A G A ℡℡℡ m C C A C C で℡ G ℡A C A A G ℡ G A G C A でC でA A C A G C ℡
9 6 0

G G C T C C T C T G 仰 望C A C T G A G A A G A C C C C M C C T C ℡A C A A A ÅA ワ G T G G G A G T T G G G C l O 2 0

T T C A G C G C A G G A A C T G T G A A C C C C ÅG T C C T 鱒＼T A A A A G A G A T G G A A G G 姐 C T G T C A A B LA A l O B O

1 1 07

ジ プ ラ
ー

ク) を ナ イ ロ ン 膜 に 転写後 ,
上 述 の ウ シ V E G ト B

,

V E G F - C
,
PI G F c D N A 断片を プ ロ ー

ブ と し て ス ク リ
ー ニ ン グを

行 っ た
15)

. そ の 結 果
,
V E G F - B プ ロ

ー ブ で は 28 個
,
V E G F - C プ

ロ ー ブ で は 22 個 , PI G F プ ロ
ー ブ で は13 佃の 候補を得 た . 同様

の プ ラ
ー ク ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン に より プ ラ ー ク 精製を 行 っ

た 後, ヘ ル パ
ー

フ ァ ー ジ E x A s si st と大腸菌S O L R を 用 い た 菌体

内環状化 シ ス テ ム に よ り各c D N A の 全長をも つ プ ラ ス ミ ドク ロ

ー

ン を得た .

Ⅳ . D N A 塩基 配列の決定

精製 プ ラ ス ミ ドD N A を鋳型 と して モ デ ル 37 3 D N A シ ー

ケ ン

サ
ー

( パ
ー

キ ン エ ル マ
ー 社

,
F o s te r Ci ty , 米国) を用い て c D N A

の ヌ ク レ オ チ ド配列を決定 し た .
セ ン ス 鎖

,
ア ン チ セ ン ス 鎖両

鎖 に つ い て シ ー

ケ ン ス 反応を行 い , 5
,
→ 3

,

,
3
,
→ 5

,

各方 向の

D N A 伸長範囲が必ず
山

部 重複す る よう に した ( 図1 A , 3 A , 4 A

参照) .

Ⅴ . 血 管細胞の 低酸素培養

ヒ ト微小血管内皮細胞, ウ シ網膜周皮細胞の 培養 フ ラ ス コ を
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_ 2 1 + 1 ▼
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Fi g . 1 . I s ol a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f th e c D N A e n c o d i n g

b o v i n e V E G F - B . (朗 S e q u e n ci n g s tr a te g y b r c D N A e n c o di n g

b o v i n e V E G F - B 1 6 7 . ( B) N u cl e o tid e a n d d e d u c e d a m i n o a cid

s e q u e n c e s o f th e b o vi n e V E G F
- B 1 6 7 c D N A . N u cl e o tid e

r e sid u e s a r e n u m b e r e d i n th e 5
'

t o 3
'

d ir e c ti o n , b e gi n ni n g w ith

th e n r st 5
'

r e sid u e of th e l o n g e st c D N A . Am i n o a cid r e sid u e s

a r e n u m b e r e d b▲e gi n n i n g w i th th e i n i ti at o r m e th i o n i n e ･

S e q u e n c e of th e p u t at e d si g n al p e p ti d e a n d p ol y a d e n yl ati o n

si g n al
-1i k e s e q u e n c e a r e u n d e rli n e d . B a si c a m i n o a cid

cl u s t e r s a n d s e q u e n c e si m il a r t o h y p o xi a
-i n d u cib l e p r o t ei n

b i n d i n g s e q u e n c e 5
'
- ( U / C ) (C / U ) C C C U - 3

'

a r e d o u b l e
-

u n d e d in e d , T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e h a s b e e n s u b m itt e d t o

th e D D B J , E M B L a n d G e n e B a n k w ith n u cl e o tid e s e q u e n c e

a c c e s si o n n u m b e r A B O O 4 2 7 3 . (C ) Ali g n m e n t of th e a m i n o

a cid s e q u e n c e s o f b o vi n e , m O u S e a n d h u m a n V E G F
- B 1 6 7 ･

Am i n o a cid r e sid u e s a r e n u m b e r e d b e gi n ni n g w i th th e fir st

r e sid u e of p r e di c t e d m at u r e p r o t e i n . S e q u e n c e s o f th e

p u t at e d si g n al p e p tid e s a r e u n d e d i n e d . Id e n ti ty of th e a m i n o

a ci d s e q u e n c e s wi th th e b o vi n e s e q u e n c e i s i n di c a t e d b y

a s t e ri s k s . C y s t ei n r e sid u e s c o n s e r v e d a m o n g th e th r e
e

S p e Ci e s a r e i n di c a t e d b y t ri an gl e s .



V E G F フ ァ ミリ
ー

遺伝子群 の 構造と発現

大気 コ ン トロ
ー

ル 培養チ ェ ン バ ー

(B e11 c o , V i n el a n d , 米国) 内

に置き ,
0 2 (5 % , 2 .5 % また ほ0 % ) と C O 2 (5 % ) と N 2 (9 0 % ,

9 2 .5 % ま た は95 % ) の 混合 ガス ( 日本酸素, 東京) を10 L/ 分の

淀量で 5 分間注 人, 密閉 し た後, 3 7 ℃ で 24 時間培養 した . チ ェ

ン バ
ー 内 の ガ ス 組成 は ± 0 .0 5 % の 精度 で24 時 間

一

定 に保 た れ

る
う̀)

.

~Ⅵ . 逆転写(r e v e r s e t r a n $ C ri p d o n . 肝r ) - P C R 法

通常酸素濃度 (20 % 0 2) ま た は低酸素膿度下 で2 4 時間培養 し

た ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞, ウ シ網膜周皮細胞 か ら ク イ ッ ク

プ レ ッ プ ミク ロ m R N A 精製キ ッ ト (P h a r m a ci a) を用い て ポ
1
) A

+

R N A を分離 し , 表1 に 示す特異 プ ラ イ マ
b を月抽 ､ て R T P C R を

行 っ た .
こ れ ら プ ラ イ マ

}

は オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グバ

リ ア ン ト を 同時 に検出で きる . Ⅳ｢ P C R 後 , 生成物 を2 % ア ガ

ロ ー ス ゲ ル 電気泳動で分離 し
,
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T A G A G C T C A A C C C A G A C A C C T G C Å G G T G C C G G A A G C T G C G 且A G G T G A C A A A C T G ‥ . … ‥ P O l y ( A )

T A G A G C T C A A C C C Å GA C A C C T G C A G G T G C C G G Å且 G C T G C G A A G G T G A C A A A C T G … … ‥ P O I Y ( A )

F ig . 2 . A li g n m e n t o f th e n u cl e o tid e a n d d e d u c e d a m i n o a cid

S e q u e n c e s o f b o vi n e V E G F
- B 1 6 7 c D N A ( u p p e r t w o li n e s) a n d

a s pli c e v a ri a n t , V E G F
- B 1 8 6 c D N A (l o w e r t w o li n e s) .

N u cl e o ti d e r e si d u e s a r e n u m b e r e d i n th e 5
'

t o 3
'

di r e c ti o n
,

b e gi n ni n g w ith th e 血
･

s t 5
,

r e sid u e of th e V E G F -B 1 6 7 c D N A .

Am i n o a cid r e sid u e s a r e n u m b e r e d b e gi n ni n g w ith th e i niti a to r

m e th i o n i n e a n d e x p r e s s e d a s th r e e
-1 e tte r c o d e s

,
b e c a u s e th i s

h el p s u n d e r s t a n d th e s pli c e sit e a n d th e f r a m e s h ift m o r e

d e ci si v el y . S e q u e n c e s of th e p u t at e d si g n al p e ptid e s an d b a si c

a m i n o a cid cl u st e r s ar e u n d e rli n e d . D a sh e d li n e i n di c at e s th e

r e g i o n w h i c h w a s a lt e r n a ti v e l y s pli c e d o u t i n V E G F
,

B 1 6 7 m R N A . T h e n u cl e otid e s e q u e n c e o f b o vi n e V E G F
- B 1 8 6

h a s b e e n s u b m itt e d t o th e D D BJ , E M B L a n d G e n e B an k w ith

n u cl e o ti d e s e q u e n c e a c c e s si o n n u m b e r A B O O4 2 74 .

6 1 7

ヤ ム
,
B tl C ki n g h a m s hi r e , 英 国) に プ ロ ッ ト後, 5

,

末端
こ一2

P 一 株織

特輿 プ ロ ー ブ (表1) を用い てサ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を

行 っ た . 定量 はB A S l OO O M a c (富 士 写真 フ イ ル ム , 浜松) を 用

い て行 っ た . まず各因子の R T P C R 法 に よ る増幅条件 の 決定の

た め
, 鋳 型R N A 量 と増 幅サ イ ク ル 数を変え て反応を行い R T -

P C R の 定量域を決定 した . そ の 結果
,
ヒ トV E G トB は 鋳型ポ リ

A
+

R N A 2 0 n g , サ イ ク)L
/ 数3 5 回 ; ヒ トV E G F - C は鋳 型 ポ 1) A

+

R N A 2 0 n g , サ イ ク ル 数2 5 回 ; ヒ ト PI G F は 鋳 型 ポ リ A
◆

R N A 2 0 n g , サ イ ク ル 数25 回 と決定 した . 同様 に ウ シ V E G F - B

に は鋳 型ポ リ A
+

R N A 2 0 n g , サ イ ク)L
/ 数30 回 ; ウ シ V E G F - C に

は鋳型 ポリ A
+

R N A l O n g , サ イク ル 数2 5 回; ウ シ PI G F には鋳型

ポ リ A
'

R N A 2 0 n g , サ イ ク ル 数2 5 回と 決定 した .
ヒ トV E G F

,

ウ シ V E G F お よ びP - アク チ ン m R N A 検出 に は N o m u r a ら
6)
の 条

件 に し たが っ て 行 っ た .

Ⅶ . 競合R T - P C R

血管細胞 に存在す るV E G F フ ァ ミリ
ー

の m R N A 分子種 の 量

比を快走する た め
,
競合R T -P C R

16

施 行 っ た . 競 合用標準R N A

は
,
上 述の K トP C R 用各3

'

プ ライ マ
ー

と 衷2 に 示し た融合5
,

プ ラ

イ マ
ー

を用 い て 増幅 し た D N A を p C R 2 .1 ベ ク タ
ー

に組 み込 ん で

作製 し た鋳型よ り ,
T 7 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ (P r o m e g a , M a di s o n ,

米国) を 用い た試験管内転写反応 に よ り 調饗 し た .
こ う し て 作

製 し た 競合用標準 R N A と内在性 m R N A より増幅 され る D N A 鎖

長は 以 下 の と おり で ある. ヒ トV E G F で は m R N A 由来が602 と

47 0 塩基対O] a S e P ai r s , b p) , 競合用標準R N A 由来が 297b p で あ

る
. 同様 に

,
ヒ トV E G F -B で は m R N A 由来が42 0 と 31 9 b p , 競

合用標準R N A 由来が 234 b p ; ヒ トV E G F - C で は m R N A 由来が

4 09 b p , 競 合用標準 R N A 由来が 257 b p ; ヒ トPI G F で は m R N A

由来 が 38 4 と 32 1 b p , 競合 用標準 R N A 由来 が 23 0 b p で あ る .

ウ シ V E G F で は m R N A 由来が 599 と46 7 b p , 競 合)‡j 標準R N A

由来が 29 7 b p ; ウ シ V E G F - B で は m R N A r･11 来が 49 6 と 39 5 b p ,

競合用標準 R N A 由来が 280 b p ; ウ シV E G F T C で は m R N A 由 来

が 3 4 8 b p , 競合 朋標準R N A Lh 来が 2 5 8 b p ; ウ シ PI G F で は

m R N A 山東が 410 と 34 7 b p , 競 針Il 標 準 R N A 由来が 215 b p で

あ る
.

通常 酸素膿度 下 で 培養 し た 内皮細胞と周皮酬胞か ら 分離 し

た ポ 1) A
◆

R N A に 兢合JTJ 標準 R N A を稚 々 の 量 比で 添加し
,
R T-

P C R 川3
'

プラ イ マ
ー

を川 い て rT 血 D N A ポ リ メ ラ ー ゼ( パ
ー

キ ン

エ ル マ ー

杜) に よ り 65 ℃ で 逆転写 を行 っ た後 P C R 反応 を行 っ

た . 虐q勿を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動後, サ イ バ
ー

ブリ
ー

ン (宝

酒造, 大津) で 染色 し内在惟 m R N A お よ び競 斜旧票唯 R N A か ら

増幅 さ れ た D N A を E piL i gh トⅢ( ア イ シ ン コ ス モ ス 祉, 豊日l) に

て 検出 ･ 定量し た .
サ イ バ

ー ブリ
ー ン で 検= で きな い 試料 に つ

い て は
,
ナ イ ロ ン 膜 に転写後,

=iコ
P ･ 標識 オり ゴ ヌ ク レ オ チ ドを

プ ロ
ー

ブ と して ハ イ プり ダイ ゼ ー シ ョ ンを行 い B A S l O O O M a c に

て 桧山 ･ 定量 した . 内在性 m R N A お よ び 競合川標準 R N A か ら

増幅 さ れ た D N A が 等量と なる 点が , 内在性 m R N A お よ び 競合

用標準R N A を等量含む試料である .

成 績

Ⅰ . ウシ V E G F → B の 分離 と構造

P C R 増幅 c D N A 断片を プ ロ ー

ブ と して ウ シ心臓 cD N A ライ ブ

ラ リ
ー をス クリ ー ニ ン グ した 結果

,
V E G F - B の 仝翻訳枠をカ バ

ー す る c D N A ク ロ ー

ン を得た . 図1 B に最 長の c D N A 配列と推

定 され た ア ミ ノ 酸配列を示す. ウ シ V E G F -B c D N A は ポ リ A を



61 8

除くと107 5 ヌ ク レ オ チ ドか ら なり, 1 8 8 個の ア ミ ノ 酸か ら な る

タ ン パ ク を コ ー

ドし
,
ヒ トV E G F -B c D N A と ヌ ク レ オチ ド配列

で 93 .7 %
,
ア ミ ノ 酸配列で93 .6 % の 相 同性 を有 して い た . ウ シ

V E G F ･B は
,
ア ミ ノ 末端側 に シ グ ナ ル 配列と 推定さ れ る21 ア ミ

ノ 酸の 配列を有 して お り, 分泌性 タ ン パ クを コ
ー

ドす ると 考え

ら れた . 成熟タ ン パ ク は167 個の ア ミ ノ 酸か ら な る と推定 さ れ,

ア ミ ノ 酸配列か ら算定さ れ た 分子量 は21 ,3 0 5 で あ っ た .
ウ シ と

ヒ トV E G トB 1 6 7 ほ
,
1 6 佃の シス テ イ ン 残基が 完全 に保存 され

て い た ( 図1 C) . ウ シV E G F B 1 67 は
,
C 末端領域 に へ パ 1) ン 結

合領域 と考えら れ る塩基性 ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー を4 ケ所 ( ア

ミ ノ 酸残基番号125 - 1 2 9
,
1 4 8 - 1 51

,
1 60 -1 6 4

,
1 8 4 -1 8 8) 有 し て い

た (園1 B) . V E G F L B m R N A の 3
,

非翻訳城 に は, m R N A の 安定性

に 関与する と さ れ る配列【5
,
- U U A U U U A (口/ A) (U / A) -3

'

]
17 ) 1 8) 類似

の 配列 は認め られ なか っ たが , 最近テ ロ シ ン水 酸化酵素 m R N A

で 同定さ れ た , 低酸素 に より誘導さ れ る m R N A 結合因子 の 結合

A

1 5 00 10 0 0 15 0 0 17 77
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配列 【5
'

-( U/ C) ( C/ U) C C C U - 3
'

】
1g)
と

一 致 する 配列が 1 ケ 所 (塩基

番号971 -9 7 6) 存在 し た( 図1 B) .

また , ウ シ心臓 c D N A ラ イ ブ ラ リ ー

より分離 し塩基配列を決

定 し た全4 個 の う ち1 ク ロ ー ン は
, 図1 B に示 し た配列 の 塩基番

号502 と50 3 の 間 に101 b p の 挿入 配列を有 して い た . こ の 結 果
,

こ の c D N A は 同
山

の 開始 コ ド ン か ら は じま る と 仮定す る と
,

2 0 7 個 ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質を コ
ー

ド し成熟型 の 黄白質

は186 ア ミ ノ 酸 か ら な る と 推定 さ れ た ( 図2) . 本 c D N A は ,
ヒ

トV E G F - B 1 8 6 と し て報告 さ れ た 配列
袖
に 相当す る と 考え ら れ

た . V E G トB 1 8 6 は C 端領域 の 塩基性ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー

は1

ケ 所 の み (図2) で あ っ た .

Ⅰ . ウ シ V E G F - C の 分離 と構造

ウ シ V E G F - C c D N A は ポ
1
) A を 除き17 60 ヌ ク レ オチ ドか らな

り 420 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ クを コ ー

ド して い た (図

3 B) . ウ シ c D N A に コ
ー

ドさ れ る ア ミ ノ 酸数 は ヒ トV E G F - C よ

C
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F ig . 3 . I s ol a ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n of th e c D N A e n c o di n g

b o vi n e V E G F - C . (朗 S e q u e n ci n g s tr at e g y f o r c D N A e n c o di n g

b o v i n e V E G F - C . (B ) N u cl e o tid e a n d d e d u c e d a m i n o a cid

S e q u e n C e S Of th e b o vi n e V E G F
L C c D N A . N u cl e o ti d e r e sid u e s

a r e n u m b e r e d i n th e 5
'

t o 3
'

di r e c ti o n
,
b e gi n n i n g w ith th e B r st

5
'

r e si d u e of th e l o n g e s t c D N A .
A m i n o a cid r e si d u e s a r e

n u m b e r e d b e gi n ni n g w ith th e i n iti a t o r m ethi o ni n e . S e q u e n c e

o f th e p u t a t e d si g n al p e p tid e a n d p ol y a d e n yl a ti o n si g n al

S e q u e n C e a r e u n d e rli n e d . P o s sib l e N -

gl y c o s yl a ti o n s e q u e n c e
s

a n d s e q u e n c e s si m il a r t o 5
'
← U U A U U U A (U / A) (U / A) -3

'

a r e

d o u b l e - u n d e rli n e d . T h e n u cl e o ti d e s e q u e n c e h a s b e e n

s u b m itt e d to th e D D B J , E M B L a n d G e n e B an k w ith n u cl e o tid e

S e q u e n C e a C C e S Si o n n u m b e r A B O O 4 2 7 5 . ( C) Ali g n m e n t of th e

a m i n o a cid s e q u e n c e s of b o vi n e a n d h u m a n V E G F
- C . Am i n o

a ci d r e sid u e s a r e n u m b e r e d b e gi n ni n g wi th th e 丘r s t r e sid u e of

p r e di ct e d m a t u r e p r o t ei n . S e q u e n c e s of th e p u t at e d si g n al

p e p tid e s a r e u n d e rli n e d . I d e n tity o f th e a mi n o a cid s e q u e n c e

w ith th e b o v i n e s e q u e n c e i s i n d i c a t e d b y a s t e ri s k s . D a s h

i n d i c at e s g a p i n th e b o vi n e a n d h u m a n s e q u e n c e s i n th
e

m a xi m al m at c h e d alig n m e n t . C y s t ei n r e sid u e s c o n s e rv e
d

b et w e e n th e b o vi n e a n d h u m a n s e q u e n c e s a r e i n di c a t e d
b y

tri an gl e s .



V E G F フ ァ ミリ
ー 遺伝子群 の 構造 と党規

り1 個多か っ た が (図3 C) , ヒ トV E G F - C c D N A と 比較 して ヌ ク

レ オチ ド配列で は86 .9 % , ア ミ ノ 酸 配列 で は88 .1 % の 相同性 を

有して い た . ウ シV E G トC は シ グナ ル 配列と 推定さ れ る20 ア ミ

ノ酸残基 を ア ミ ノ 末端側 に有 して い る こ と か ら , 分泌性タ ン パ

ク と考え ら れ た . N - グ リ コ シ レ
ー

シ ョ ン 部位 と 推定され る 配列

が3 ケ 所存在 し た ( ウ シ ア ミ ノ 酸残基番号 176 - 1 7 8 , 2 0 6 -2 0 8 ,

24 1 t2 4 3) . ウ シ と ヒ トV E G F - C は , 3 6 個 の シ ス テイ ン残基 が完

全に保存 され て い た (図3 C) . ま た
,
m R N A の 3

,

非翻訳城 に5
,
-

U U A U U U A (U / A) ( U/ A)-3
' 1 7) 1 8 )
に類似 の 配列が2 ケ 所 (塩基番号

160 7 -1 6 1 5 , 1 6 3 2
- 1 64 0 : 8 / 9

一

致) 存在 し た(図2B) .

Ⅱ . ウ シ PI G F の 分離 と構造

ウ シ PI G F c D N A は ポ リ A を除く と14 7 2 ヌ ク レ オ チ ドか ら な
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C A G A ℡でC℡C℡℡G 郎皿鼠 A A G ℡且℡℡C ℡ A G ℡C T G C
1 4 8 9

61 9

り
,
1 4 9 個 の ア ミ ノ 酸か ら な る タ ン パ ク を コ ー

ドし て い た (図

4 B) . ヒ トPI G F 配 列と の ホ モ ロ ジ
ー

は ヌ ク レオ チ ド配列で は

74 .9 %
,
ア ミ ノ 酸配列で は75 .2 % で あ っ た . ウ シPI G F は 20 ア

ミ ノ酸 の シ グ ナ ル 配列 をも つ 分泌性 タ ン パ クで , 成熟 タ ン パ ク

は129 個の ア ミ ノ酸 か ら な る と推定 さ れ , 分子量 は1 7
,
09 4 と 算

定 さ れ た . N - グリ コ シ レ
ー

シ ョ ン 部位と 推定さ れ る 配列が2 ケ

所存在 し た ( ア ミ ノ 酸残基番号 33 -3 5 , 1 0 1 -1 0 3) . ア ミ ノ 酸数は

ヒ トPI G F -1 と して 報告 され た 配列
13)
と 同 山

で
,
9 個の シス テ イ

ン 残基 の 位置は ウ シ と ヒ ト で完全 に保存 さ れ て い た (図4 C) .

また , m R N A の 3
'

非翻訳城 に5
'
- U U A U U U A (U / A ) (U / A) -3

,1 7 ) 1 n )

に 類似の 配列が 2 ケ所 (塩基番号800 -8 0 8 , 8 5 0 -8 5 8 : 8/ 9
一 致) ,

5
'
-( U / C) (C/ U) C C C U -3

' 1 9 )
と

d

致す る配列が 2 ケ所 (塩基番号

C
- 2 0 +1
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t l u m a n N V T M Q L L K T R S G D R P S Y V E L T F S Q 甘V R C E C R P L R E K M K P E R C
G D A V P R R 1 2 9
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★
★
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F ig . 4 . I s ol ati o n a n d c h a r a e t e ri z ati o n o f th e c D N A e n c o di n g

b o v i n e PI G F . (A ) S e q u e n ci n g s tr a te g y f o r c D N A e n c o d i n g

b o v i n e P I G F . ( B ) N u cl e o ti d e a n d d e d u c e d a m i n o a c id

S e q u e n C e S Of th e b o vi n e PI G F c D N A . N u cl e o tid e r e sid u e s a r e

n u m b e r e d i n th e 5
'

t o 3
'

d ir e cti o n
,
b e gi n ni n g w ith th e B r

･

s t 5
'

r e si d u e o f th e l o n g e s t c D N A . A m i n o a ci d r
･

e Sid u e s a r e

n u m b e r e d b e gi n ni n g w ith th e i n iti a to r m e th i o ni n e . S e q u e n c e

O f th e p u t a t e d si g n al p e p tid e a n d p o l y a d e n yl a ti o n si g n al

S e q u e n C e a r e u n d e rli n e d . P o s sib l e N -

gly c o syl a ti o n s e q u e n c e s

a n d s e q u e n c e s si m il a r to 5
'

- U U A U U U A (U / A )( U/ A) 一3
'

a n d

S e q u e n C e S 5
'
-( U / C )(C / U) C C C U

-3
'

a r e d o u bl e - u n d e rli n e d .

T h e n u cl e o tid e s e q u e n c e h a s b e e n s u b m itt e d t o th e D D BJ ,

E M B L a n d G e n e B a n k wi th n u cl e o tid e s e q u e n c e a c c e s si o n

n u m b e r A B O O 4 2 7 2 . (C ) A li g n m e n t o f th e a m i n o a ci d

S e q u e n C e S O f b o v i n e a n d h u m a n V E G F
- C . A m i n o a ci d

r e si d u e s a r e n u m b e r e d b e gi n n i n g w i th th e fi r st r e si d u e of

P r e di c t e d m a t u r e p r o t ei n . S e q u e n c e s o f th e p u ta t e d sig n al

p e ptid e s ar e u n d e rli n e d . I d e n tity o f th e am i n o a cid s e q u e n c e

wi th th e b o vi n e s e q u e n c e i s i n di c a t e d b y a s t e ri sk s . C y st ei n

r e sid u e s c o n s e rv e d b et w e e n th e b o vi n e an d h u m a n s e q u e n c e s

ar e i n d i c a t e d b y tri an gl e s .
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ヱ0 5 2 .5 0

♂
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c

＼ v E G 租2 1

地 所 β･ a Ctim D

ヱ0 5 2 .5 0

♂
V E G F ･ B 且8 6

＼ v E G F . B 1 6 7

- V E G F - C

= pI G F

F i g ･ 5 ･ R T P C R a n al y si s of V E G F , V E G F
- B
,
V E G F - C a n d PI G F m R N A s i n p e ri c yt e s ･ P ol y A

･

R N A s 血
･

O m m i c r o v a s c ul a r p e ri c yt e s , W h i ch
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T h e p r o d u c t s w e r e el e c tr o p h o r e s e d o n 2 % a g ar O S e g el , tr a n Sf e r r e d o n t o n yl o n m e m b r a n e s , a n d h y b ridi z e d w ith
:1 2

p -

e n d -1 ab el e d p r o b e

S p e CiB c to V E G F 仏) , /2 - a Cti n (B ) , V E G F -B (C) , V E G F - C (D ) a n d PI G F (E) m R N A s .

2 0 5 2 .5 0

〆
V E G 摘 5

c

＼ v E G 租2 l

伽

β･ a C ti m D

2 0 5 2 .5 0

/
＼

■

E G F - B l 鋸

＼ l
･

E G F _ B 川7

- V E G F ･ C

= pI G F

Fi g ･ 6 ･ R T
- P C R a n al y si s of V E G F , V E G F - B

,
V E G F - C a n d PI G F m R N A s i n m i c r o v a s c ul a r e n d o th e li a l c ell s . P ol y A

･

R N As f r o m

m i c r o v a s c u l a r e n d o th eli al c ell s
,
W h i c h h a d b e e n c u lt u r e d u n d e r v a ri o u s o x y g e n t e n si o n s , u n d e r w e n t q u a n ti ta tiv e R 7

1 P C R a n aly si s a s

d e s c rib e d u n d e r M at e ri al s a n d M e th o d s ･
′

m e p r o d u c t s w e r e el e c tr o ph o r e s e d o n 2 % a g a r o s e g el , tr an Sf e r r e d o n t o n yl o n m e m b r a n e s , a n d

h yb ri di z e s w i th
32
p -

e n d -1 ab el e d p r o b e s p e ci丘c t o V E G F (朗 , β
-

a C ti n (B ) , V E G F L B (C ) , V E G F - C (D ) a n d PI G F (E) m R N A s .
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,
1 2 7 8 -1 2 8 3) 存在 した (図4 B) .

Ⅳ . ウ シ網膜微小血管周皮細胞 に お ける V E G F フ ァ ミ リ ー 遺

伝 子群の発現

正常酸素濃度また は低酸素状態で培養 し た ウ シ網膜微小血管

周皮細胞か らポ リ A
+

R N A を分離 し
,
上 記の 方法で RT I P C R 反応

を行 っ た . そ の 結 果
,
V E G F と と も に V E G F - B

,
V E G F - C

,

P I G F すべ て の 特異 バ ン ドが検出 され た (国5) . 各バ ン ドの 直接

シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り そ れ ぞ れ の バ ン ドが ウ シV E G F - B
,

V E G F - C
,
P I G F の 配列 を 有する こ と を確認 し た . V E G F は こ れ

62 1

ま で の 報告 どお り
6)

,
V E G F 1 6 5 と V E G F 1 2 1 に由来す る2 本の バ

ン ドが増幅さ れ た . V E G F - C は分離 した c D N A か ら予想さ れ た

348 b p の バ ン ドが 増幅 さ れ た .
V E G F - B は 分離 した オ ル タ ナ テ

ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ に よ る2 種 の c D N A (V E G F -B 1 6 7 , V E G F -

B 1 8 6) に対応す る2 本 の バ ン ドが土馴囁さ れ た . PI G F で も2 本の

バ ン ド (34 7 b p と41 0b p) が増幅 され , うち鎖長の 短 い 方 は本研

究 で分離 した cD N A に対応 し
,
鎖長の 長い 方 は ヒ トで PIG F -2 と

して報告され てい るオ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グに よ る バ イ

ア ン ト
ヱ1)
に対応す ると 考え られ た .

Å 1 2 3 4 5
/
5 9 9 b ｡
迅 且 2 3 4 5

C 且 2 3 4 5

4 6 7 bp

C o m

J
/
3 48 bp

｢

＼
c o m

D 且 2 3 4 5

Fig ･ 7 ･ C o m p e titi v e R T
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,
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■
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+

R N A 血
･
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5
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5
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4

c o pi e s , 4) 3 × 1 0L
-
c o pi e s , 5) 9 .5 × 1 0

=～
c o pi e s o f c o m p e ti to r R N A , r e S p e C ti v ely . ( B)

C o m p e titi v e R T P C R a n al y si s of V E G F
- B m R N A . h n e s l -5 r e p r e s e n t: 2 0 n g o f p oly A

+

R N A 丑
▲

O m b o vi n e p e ri c yte s w ith l) 9 .5 × 1 0
■1

C O pi e s , 2) 3 × 1 0
4

c o pi e s , 3) 9 .5 × 1 0
二i

c o pi e s , 4) 3 × 1 0
こぅ

c o pi e s , 5) 9 .5 × 1 0
2

c o pi e s of c o m p e tit o r R N A , r e S P e C ti v el y . (C) C o m p e ti ti v e

P C R a n al y si s o f V E G F
I C m R N A ･ I . a n e s l - 5 r e p r e s e n t: 5 n g of p ol y A

+

R N A fr o m b o vi n e p e ri c yte s w ith l) 3 ×1 0
5

c o pi e s , 2) 9 .5 ×1 0
4

C O pi e s , 3) 3 × 1 0
4
c o pi e s , 4) 9 .5 × 10

=i
c o pi e s , 5) 3 ×1 0

:!

c o pi e s of c o m p e tit o r R N A , r e S p e C tiv el y . (D ) C o m p etitiv e R T I P C R a n al y sis of PI G F

m R N A ･ I ･ a n e S l - 5 r e p r e s e n t: 4 0 n g o f p oly A
+

R N A 由
･

O m b o vi n e p e ri c yt e s w ith l) 3 × 1 0
J

c o pi e s , 2) 9 .5 × 1 0
:i

c o pi e s , 3) 3 ×1 0
二.

c o pi e s , 4)
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2

c o pi e s , 5) 3 ×1 0
2
c o pi e s of c o m p etit o r R N A , r e S p e Cti v ely .
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Fig ･ 8 ･ C o m p e titi v e R T P C R a n al y si s o f V E G F f a m il y m R N A s of h u m a n m i c r o v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s . C o m p e titi v e P C R w a s p e rf o r m e d

a s d e s c rib e d u n d e r M a te ri al s a n d M e th o d s
,
a n d p r o d u c ts w e r e an al y z e d b y 2 .5 % a g ar O S e g el el e ctr o ph o r e sis a n d vi s u aliz e d w i th S Y B R

g r e e n 仏, C , D) o r a u t o r a di o g r a p h y (B) . n e R T IP C R p r o d u c t d e ri v e d 血
･

O m th e c o m p e tito r (C o m ) h a s b e e n d e si g n e d to b e sli gh tl y
S m all e r th a n m R N A - d e ri v e d p r o d u ct s , Of w h i c h l e n g th a r e i n d i c a t e d . (朗 C o m p e titi v e R T JP C R a n al y si s of V E G F m R N A . h n e s l -5

r e p r e s e n t: 4 0 n g of p ol y A
+

R N A 血
･

O m h u m a n mi c r o v a s c u l ar e n d o th eli al c ell s wi th l) 9 .5 ×1 0
4

c o pi e s , 2) 3 ×1 0
4

c o pi e s , 3) 9 .5 × 10
='

c o pi e s ,

4) 3 × 10
3

c o pi e s , 5) 9 .5 × 1 0
2
c o pi e s of c o m p etit o r R N A , r e S P e Ctiv ely . (B ) C o m p e titi v e R T P C R a n al y si s of V E G F -B m R N A . h n e s l -5

r e p r e s e n t: 8 0 n g of p ol y A
'

R N A かo m h u m a n m i c r o v a s c u l a r e n d o th eli al c ell s w ith l) 9 .5 ×1 0
4

c o pi e s , 2) 3 ×1 0
4

c o pi e s , 3) 9 .5 × 10
3

c o pi e s ,
4) 3 × 10

3

c o pi e s , 5) 9 .5 × 1 0
2

c o pi e s of c o m p etit o r R N A , r e S p e Ctiv ely . (C ) C o m p e d ti v e R T IP C R an al y si s of V E G F -C m R N A . Ⅰムn e s l -5

r e p r e s e n t: 8 0 n g of p oly A
'

R N A 血
･

O m h u m an m i c r o v a s c ul a r e n d o th eli al c e11 s w ith l) 3 ×1 0
:一
c o pi e s , 2) 9 .5 × 1 0

2
c o pi e s , 3) 3 ×1 0

2
c o pi e s ,

4) 9 5 c o pi e s , 5) 3 0 c o pi e s o f c o m p e tit o r R N A , r e S P e C ti v el y . ( D) C o m p e titi v e R T I P C R a n al y si s o f PI G F m R N A . L a n e s l -5 r e p r e s e n t: 10 n g

Of p ol y A
'

R N A 愈
･

O m h u m a n m i c r o v a s c u l ar e n d o th eli al c ell s w ith l) 3 × 1 0
6

c o pi e s , 2) 9 .5 × 1 0
5
c o pi e s , 3) 3 × 1 0

5
c o pi e s , 4) 9 ,5 × 1 0

4

C O pi e s , 5) 3 × 1 0
4
c o pi e s o f c o m p e tito r R N A , r e S P e C ti v el y .



6 2 2

V E G F m R N A は
,
こ れ ま で の 報告 ど お り 低酸素 に よ り そ の

m R N A 量が 増 大 し, 約3 倍 と な っ た . P I G F m R N A も低酸素 に

よ り 増大傾向を示 し , 約2 倍 に まで 増加 し た . こ れ に対 し ,

V E G F - B と V E G F _ C の m R N A レ ベ ル は低酸素状態で ほ と ん ど影

響を受けなか っ た .

Ⅴ
.
ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞に お けるV E G F フ ァ ミ リ

ー 遺

伝子群 の発現

ヒ ト皮膚微小血 管内皮細胞 でも, V E G F と と も にV E G F - B ,

V E G F - C
,
P I G F の す べ て の 特異 バ ン ドが 検出 さ れ た (図 6) .

V E G F は こ れ まで の 報告 どお り
6)

,
V E G F 1 6 5 と V E G F 1 2 1 に由来

する2 本 の バ ン ド (31 9 b p と42 0b p) が 増幅さ れ た . V E G F - C は

c D N A か ら予 想され た409 b p の バ ン ドが 増幅 され た . V E G F - B

お よ び曹I G F で は , そ れ ぞれ2 本の バ ン ドが 増幅さ れ た . V E G F -

B で 増帽され た2 本 の バ ン ド(39 5 b p と49 6 b p) は2 種の m R N A バ

1) ア ン ト ⅣE G F -B 1 6 7 と V E G F -B 1 8 6) に , P I G F の 2 本の バ ン ド

(3 2 1 b p と3 84 b p) は オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グ に よ る
バ イ

V E G F 1 6 5 1 :

p l G f
■

1 4 9 1 三

V E G ゼー B 1 6 7 1 ;

V E G F - C l ;

V E G F 1 6 5

p l G F 1 4 9

V E G F - E 1 6 7

V E G F - C

V E G F l (; 5

P I G F 1 4 9

V E G F - B 1 6 7

V E G F - C

V E G F 1 6 5

p l G F 1 4 9

V E G F - ヨ1 6 7

ア ン トPI G ト1 と PI G F ぜ
1)
に 対応 した .

ヒ ト微小 血管内皮細胞 で は ,
V E G F お よ び PI G F m R N A は低

酸素 に反応 して m R N A 量が 増 大 し, そ れ ぞ れ 最大7 倍, 6 倍 に

ま で 増 加 し た . 周皮 細胞 と は 異 なり
,
V E G F - B と V E G F - C の

m R N A レ ベ ル も低酸素状態 で 上 昇傾向を示 し
,
そ れ ぞ れ最大約

3 倍
,
2 .5 倍 に増加 した .

Ⅵ . 競合 P C R に よ る V E G F フ ァ ミ リ ー

m R N A 各 分子種 の

定量

血管細胞 に お け る V E G F , V E G F - B , V E G F - C , PI G F m R N A

分子種の 存在量 を決定す る た め , 競 合ⅣトP C R を行 っ た . 正常

酸素濃度で培養 した ウ シ網膜微小血管周皮細胞 お よ び ヒ ト皮膚

微小血管内皮細胞 より分離 し た ポ リ A
十

R N A を 用い て , 実験 方

法記載 の と お り競合P C R を 行 っ た . そ の 結果を国7 , 8 と表3

に示す.

ヒ ト微小血管内皮細胞由来 ポ リ A
'

R N A 4 0 n g を 用い た競 合

R T IP C R に お い て V E G F は 3 × 10
4
コ ピ ー の 競合用標準 R N A 存在

T abl e 3 ･ C o p y n u m b e r o f V E G F f a m ily m R N A s in h u
m a n mi c r o v a s c u la r e n d o th e li al c ells a n d b o vi n e p e r l C y t e S

E n d o t h elial c e11 P e ri c yt e

C o pi e s/ FL g P Oly A
+
R N A C o pie s/ c e11 C o p ie s/ / L g P Oly A

+
R N A C o pi e s′c e 11

V E G F
､ 7 .5 × 1 0

5
2 ､ 3

V E G F _ B < ､ 3 .8 × 10
4

< 0 .1

V E G F _ C < ～ 4 × 10
2

< 0 .0 0 1

P I G F ～ 9 .5 × 10
7 ～

30 0

～ 2 .4 × 1 0
6

～

1 .2 × 1 0
5

､

1 .2 × 1 0
7

､

2 .4 × 1 0
4

2

1

6 0

0 ･ 1

～

～

～

､

C o p y n u m b e r of e a c h m R N A w a s e s ti m at e d b y c o m p etiti v e P C R as d e s c rib e d u n d e r M a t e ri als a n d M e th o d s ･
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V E G F フ ァ ミリ
ー 遺伝子群 の 構造と発現

下で m R N A 由来 と 競合用標準 R N A 由来 の 増幅 バ ン ドが 等量と

な っ た こ と か ら ,
V E G F m R N A 量は … 7 .5 × 1 0

5
コ ピ

ー

h L g ポ
.)

A : R N A と推定 され た . 同様に , ポ リ A
+

R N A l O n g を用 い た競合

R T
- P C R に お い て PI G F m R N A は

,
9 .

■
5 × 1 0

5
コ ピ ー

の 競 合用標

準R N A 存在下 で m R N A 由来と 競合用標準 R N A 由来の 増幅 バ ン

ドが 等量 とな っ た こ と か ら ,

～

9 .5 × 1 0
7
コ ピ ー

ル g ポ リ A
■

R N A と推 定さ れ た .
V E G F IB お よ び は V E G F I C m R N A は両者 と

も80 n g を用 い て も定量域以 下 で あり, そ れ ぞれ
､

3 .8 × 1 0
4
コ

ピ ー お よ び ～ 4 × 1 0
2
コ ピ ー

〃L g ポ
1) A

十

R N A 以 下 と 推定 さ れ

た .

ウ シ微小 血 管周皮細胞由来ポ リ A
+

R N A 4 0 n g を月弓い た 競合

RT IP C R にお い て V E G F m R N A は
,
3 × 1 0

4
コ ピ ー

と9 .5 × 1 0
Jl
コ

ピ
ー

の 競 合用標準 R N A の 間で m R N A 由来 と競合用標準 R N A

由来 の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か ら,
､

2 .4 × 1 0
fi
コ ピ

ー

h J g ポ リ A
十

R N A と 推定 さ れ た . 同様 に
,
ポ
1
) A

+

R N A 2 0 n g

を用 い た競合R T IP C R にお い て V E G F - B m R N A は
,
3 ×1 0

こ一
コ ピ

M と9 .5 × 1 0
2
コ ピ ー の 競 合用標準 R N A の 間で m R N A 由来 と競

合用標準 R N A 由来の 増幅 バ ン ドが 等量 とな っ た こ と か ら ,

､

1 .2 × 1 0
5
コ ピ ー

〃1 g ポ リ A
+

R N A と推 定 さ れ た . ポ 7) A
I

R N A

2 0 n g を用 い た 競合R T -P C R に お い て V E G F - C m R N A は
,
9 .5 ×

1 0
4
コ ピ ー

と3 ×1 0
4
コ ピ ー

の 競合用標準 R N A の 間で , m R N A 由

来と 競合周標準 R N A 由来の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か

ら
,

～

1 .2 × 1 0
7
コ ピ ー

h j g ポ リ A
十

R N A と 推定 さ れ た . ポ リ A
十

R N A 4 0 n g を 用 い た 競合 R T - P C R に お い て PI G F m R N A は
,

9 .5 × 1 0
2
コ ピ ー の 競 合用標準 R N A 存 在下 で m R N A 由来と 競合

用標準 R N A 由来 の 増幅 バ ン ドが 等量 と な っ た こ と か ら , ～

2 .4 × 1 α
-
コ ピ

ー

//ノ g ポ リ A
t

R N A と推定 され た .

考 察

実際の 血 管新生 の 場で ある 微小血管 は
, ¶二種頼

の 細胞 の み

(血 管内皮細胞と 血 管周皮細胞) か ら構成 さ れ て い る . 著者が 用

い た血 管細胞の 培養の うち, 周皮細胞 は ウ シ 由来で あり
,
こ れ

まで に ウ シ の V E G F IB , V E G F - C , P I G F の 配列は 明 らか に され

て い なか っ た こ と か ら, まず こ れ ら の 配列 を 明ら か にす る ため

ウ シ心臓由来c D N A ラ イ ブ ラ1)
M

よ りV E G F - B
,
V E G F - C

,
PI G F

の 各c D N A の 分離 を行 っ た . そ の 結果, 各囚f
･

の 全長 を コ
ー

ド

する c D N A が 得ら れ た (図1 q 4) . ウ シV E G F - B , V E G F -C
,
PI G F

は
,
ウ シ V E G F の ア ミ ノ 酸残基番号38 - 1 3 8 の 領域 に相当す る禎

城で
,
そ れ ぞ れ 約33 %

,
4 4 9()

,
5 5 % の 相同性を示 した(図9) .

今 回得 られ た ウ シ V E G F - B c D N A は18 8 個の ア ミ ノ 酸 か ら な

る タ ン パ ク を コ
ー

ドし て おり , 成熟 型蛋羊l は 16 7 ア ミ ノ 酸か ら

なる と推定さ れ (図1B) , ヒ ト V E G トB 1 6 7 に対 応す る こ と か ら

こ の タ イ プ を ウ シV E G F - B 1 6 7 と 命名 し た . ま た
,
塩基配列 を

決定 した 全4 個の うち1 ク ロ
ー

ン は
,
ウ シ V E G F - B 1 6 7 の 塩 基番

号502 と 50 3 の 間 に10 1 b p の 挿入 配列 を有 して い た( 図2) . 本

C D N A は
, 開始 コ ド ン を含ま な か っ た が ,

V E G F -B 1 6 7 c D N A と

同 一

の 開始 コ ド ン か ら は じま る と仮定す ると , 2 0 7 個 ア ミ ノ 酸

から なる タ ン パ ク質を コ
ー

ド し成 熟型 の 蛋白質は186 ア ミ ノ 酸

か ら な る と 推定 さ れ た(図2) .
こ の タ イ プ は ,

ヒ ト V E G F -

B 1 8 6
1 n

に 対応 す る こ と か ら
,
ウ シ V E G F - B 1 8 6 と 命名 し た .

Ⅵ王G F -B 16 7 は C 端領域に 塩基性ア ミ ノ 酸 ク ラ ス タ ー を4 ケ 所有

して お り (図1 B) , 細胞外 マ トリ ッ ク ス あ る い は細胞表面上 に

存在する ヘ パ リ ン 様分子 に強固に結合す る と考え られ る. こ れ

に対 し
,
V E G F 1 8 6 の C 端領域 に は 塩基性 ア ミノ 酸 の ク ラ ス タ

623

岬 は1 ケ 所 しか 存在せず (図2) , ヘ パ リ ン様 分子と の 結合能を

有す る と推定 され る が , より遊離 しや すい と考えら れ た .
こ の

性 質の 遠い は , V E G トB の バ リ ア ン ト の 生理機能, 活性発現調

節を明らか に して い く上 で 重要であ ろう.

ウ シV E G F - C c D N A は42 0 個の ア ミ ノ 酸か ら な るタ ン パ ク を

コ
ー

ドし て い たが (図3B) , V E G F と の 相同領域 はV E G F -C 前駆

体 の 約1/ 3 で あ っ た (図5) . 最近 V E G F - C が 活性を獲得す るの

に 翻訳後プ ロ セ シ ン グが 重要な役割を果た して い る こ とが 報告

さ れ て お り
22)

, 本研究で 明ら か と な っ た ウ シ配列 は予想 さ れる

プ ロ セ シ ン グ部位 ( ウ シ 配列 ア ミ ノ 酸 残基番号 1 03/ 1 0 4 ,

1 1 2/ 1 1 3 , 2 2 8 /2 2 9) が 完全に保存 され て い る こ と か ら ,
ウ シで

も同様 の プ ロ セ シ ン グ を受けて活性を有する成熟型の V E G F - C

が 生成さ れ る もの と考えら れ る .

本研 究で 分離 さ れ た ウ シPIG F c D N A が コ
ー

ドする 蛋白 は,

14 9 個の ア ミ ノ酸 か ら なり (図4 B) , 配列中に 塩基性 ア ミ ノ 酸の

ク ラ ス タ ー

を持た ず遊離塑の タ イプ と考えら れ
,
ヒ トPI G F -1

Ⅰ:り

に相 当 した .
PI G F に は

t
オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ に よ

っ て生 じ たC 端領域 に塩基性ア ミ ノ 酸の ク ラ ス タ ー を有する バ

リ ア ン ト(PI G F - 2)
2 1)
の 存在が 報告され て い る が ,

ウ シ 心臓由来

c D N A ラ イ ブ ラ リ
ー

か ら は こ の タイ プ は分離 され ず, ウ シ心臓

で は遊離型の タ イ プ の 党規が 主と考え られ た .

血 管新生 を誘導する最も主要な要因 は組織の 局所的 な低酸素

状態 であり
,
血 管細胞 でも低酸素に より

,
V E G F m R N A の 顕著

な増大 が起 こ る
(i 卜 1り)

. 低酸素に よ る V E G F m R N A レ ベ ル の 上 昇

は
,
m R N A 分子の 安定化が大き な役割 を果たす こ と が明 らか に

さ れ て おり
2)

, 最近, V E G F m R N A の 3
'

非 翻訳域 の アデ ニ ル 酸/

ウ リ ジル 酸豊富領域2 ケ 所と ビリ ミ ジ ン豊富領域1 ケ 所 に低酸

素 に よ り誘導さ れ る 因子が結合 し m R N A の 安定性が増大する こ

と が 報告 さ れ た
2:り

. ウ シV E G F m R N A
5) の 3

'

非 翻訳域 に は ,

m R N A の 安定性 に 関与す る と され る配列【5
'
- U U A U U U A (U / A)

( U / A) - 3
'

]
1 7 … )

に 類 似 の 配列 が 3 ケ 所 (塩 基箇月
･

1 4 8 1 -1 4 8 9
,

1 4 9 8 -1 5 0 6 , 1 5 2 7 -1 53 5) , 最近チ ロ シ ン 水酸化酵素 m R N A で 同

定 さ れ た低酸素 に よ り誘導 され る m R N A 結 合因子の 結合配列

【5
'

-( U/ C) (C/ U) C C C U -3
'

]
1
1

り
と

一

致す る配列が1 ケ 桝 (塩基番号

1 14 ト1 1 4 6) 存在 し てい る . V E G F - B
,
V E G F - C

,
PI G F m R N A の

3
,

非 翻訳城 にも こ う い っ た配 列 に 碩似 し た 配列が認 め ら れ た

( 図1B , 3 B , 4 B ) こ と か ら, V E G F フ ァ ミ
.
)

- の 他 の 囚 ナの

皿 R N A も低酸素に より調節を受 け る 吋能性 が考え られ た .

次 に
,
血 管細胞で の Ⅵ‡G F フ ァ ミ リ ー の 発現を 研明す る た め,

今回明 らか に した ウ シ配列と 純告さ れ て い る ヒ ト配列 をもと に

プ ライ マ
ー を作製 し様 々 な酸素濃度 卜で培養し た微小 血 管周皮

細胞 と徴′ト血 管内皮細胞より分離 し た ポ リ A
十

R N A を月J い て

R T- P C R 法 を行 っ た . そ の 結 果, 周皮 お よ び 内皮両祁胞 で

V E G F フ ァ ミ リ
ー の す べ ての m R N A が 検出さ れ た(図5 , 6) . 周

皮細胞 で は ,
V E G F お よ びPI G F m R N A が 低酸素 によ り増加を

示 した の に対 し , V E G F - B と V E G F - C の m R N A レ ベ ル は 低酸素

状態 で ほと ん ど影響 を受けな か っ た(図5) . ま た
, 内皮細胞で

は, V E G F お よ びPI G F m R N A は もと より, V E G F -B と V E G F - C

の m R N A レ ベ ル も低酸素状態で増加を示 した(図6) . ごく最近,

E n h ol m ら
24〉
は
,
ラ ッ トC 6 グ リ オ ブ ラ ス ト

ー

マ 細胞株 で V E G F -

C m R N A の 構造不明の マ イナ
ー

な バ リ ア ン トが 低酸素に より誘

導 さ れ るが V E G F ～ C の 主要な m R N A お よ び V E G F -B m R N A は低

酸素 の 影響を受けない こ と , ヒ トI M R - 9 0 繊 維 芽細胞株で は

V E G F - B
,
V E G F ･ C m R N A と も低酸素 の 影響を受けない こと を



6 2 4

報告 し た . 内皮細胞, 周皮細胞 と C 6 グ リ オ ブ ラ ス ト
ー

マ 細胞

株 ,
I M R - 9 0 繊 維 芽細胞株 で の 低酸素 に対 す る V E G F

- B
･

V E G F _ C の m R N A レ ベ ル の 動態 の 遠 い の 機構 は 現在 の と こ ろ

明 ら か で は な い が , 細胞 種の 遠 い ある い は m R N A の 3
'

非 翻訳

領域 に存在す る ア デ ニ ル 酸/ ウ リ ジル 酸豊富領域や ビ リ ミ ジ ン

豊富領域の 数や 性質の 差 に よ る もの か も知 れ な い ･ V E G F - B
,

V E G F h C
,
PI G F 各 遺伝子 の 転写調節領域の 構造 と機能 の 詳細

は い ま だ明 ら か で は な い が , m R N A の 3
,

非 翻訳領域 に よ る 制

御 に加え て遺伝子 の 5
,

転 写調節領域 に存在す る低酸素誘導性

因子 (h y p o xi a i n d u cibl e f a ct o r l α ,
H I F -1 α )

25)
お よ び HI F -1 α

横 国子( HI F - 1 α -1ik e f a c t o r
,
H L F )

26)

結合 配列 の 有無が各因子 の

低酸素 に対す る反応性 の 違 い を 生ん で い る 可能性も考え られ

る .

さ ら に
,
血 管細胞 で発現 して い るV E G F フ ァ ミリ

ー の m R N A

畳比を明らか にす るた め , 競合P C R を行 っ た(図7 , 8) . そ の 結

果
,
ヒ ト微小血 管内皮細胞 と ウ シ微小血管周皮細胞 に存在す る

V E G F フ ァ ミ リ
ー

の m R N A の コ ピ
ー 数 は 表3 の よう に算出 さ

れ , 通常酸素濃度 下 の ヒ ト微 ′ト血 管内皮細胞 で は PI G F が 最

も多く発現 して い る こ と が 示 され た . 内皮細胞 の ポ リ A
十

R N A

l /∠g は約3 × 10
5

個 の 細胞 に相当する こ と か ら ･ 細胞 あた りお お

よそV E G F 2 ､

3 分子お よ びPI G F 3 0 0 分子 の m R N A が存 在 して

い ると 推定さ れ た . 内皮細胞 の V E G F IB と V E G F - C は , R T P C R

で検出 さ れ る が 定量 P C R で は両 者 と も定量範囲 以下 であり ,

そ れ ぞれ 細胞あたり1 分子以下 で 内皮細胞の
一

部の み が V E G F -

B とV E G F _ C を産生 して い る もの と 推定され た . ま た
, 通常酸

素濃度下 の ウ シ周皮細胞 で は V E G F ･C が最も多く産生 され て い

る こと が 示 さ れ た . 血管周皮細胞 の ポ リA
+

R N A l/ ∠g は 約2 ×

10
5

偶 の 細胞 に相当す る こ と か ら , 周皮細胞 で は 細胞あたり お

お よ そV E G F 1 2 分 子
,
V E G F - B l 分子 ,

V E G F - C 6 0 分 子 の

m R N A が 存在して い る と 推定 され た . また
,
周皮細胞 の PI G F

は細胞あたり1 分子 以 下 で , 周 皮細胞の
一

部 の み が PI G F を 産

生 して い る もの と考えら れ た .

現在の と こ ろ V E G F - B
,
V E G F q C

,
PI G F の 生 理機能 は未 だ明

確で は ない が , V E G F - C は , その 主要 な受容体であ る Flト4 が リ

ン パ 管内皮細胞 に特異的 に発現する こ と か ら ,
リ ン パ 管内皮細

胞 に特異的 に作用す る と考えら れ て きた
27)2 8 )

. し か し な が ら ,

本研究 にお い て 周皮細胞が V E G F の 約5 倍 の V E G F
- C m R N A を

発現 し て い る こ とが 示 され た こと (表3) , 円仁4 受容体 は微小 血

管内皮細胞でも発現が認 め られ る こ と
7 卜 9) ま た翻 訳後修飾 に よ

り産生 さ れ た V E G F - C が 培養細胞を伺い た 実験で内皮細胞上 の

K d r (V E G F R -2) に作用 しⅥ三G F 様 の 作用が 観察 され る こ と
22)

か

ら
,
V E G F - C は 血 管内皮細胞 にお い て も重要な機能を担 っ て い

る こ と が 考え ら れ る . また
,
PI G F は Fl t-1 受 容体 に作用す る と

され て き た が , 最近V E G F と PI G F が ヘ テ ロ ダイ マ
ー を形成 し

Ed r 受容体 にも作用 して 内皮細胞増殖を促進す る こ と が 報告 さ

れ た
29)

. 本研 究 に お い て微小血管内皮細胞が V E G F の 約10 0 倍

の PI G F m R N A を含 ん で い る こと (表3) が 示 され た こ と は !
血

管内皮細胞 で産生 さ れ る V E G F の 多く が PI G F と の ヘ テ ロ ダイ

マ
ー

と して分泌され る 可能性を示唆 してお り , 低酸 素 に よ る内

皮細胞 の 増殖促進 が V E G F ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オチ ドの

み なら ずPIG F ア ン チ セ ン ス オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで も ほ ぼ 完全

に抑制 され る と い う観察 (野村 ら , 未発表 デ
ー

タ) に 合致す る

と考え られ る. V E G F ｣Ⅰ∋は い ま だ そ の 受容体が 同定 され て い な

い が
,
血 管 内皮細胞 に作用 して D N A 合成を促進す る こ と が 報

告 され て い る
11)

.
v E G F - B は 内皮細胞 と周皮細胞 で同程度 の 発

現が認め ら れ た こ とか ら, 血 管細胞 で の 機能 が注 目 さ れ る .

本研 究 で ,
血 管 細胞自身 が V E G F の み な ら ず V E G F - B

,

V E G F - C
,
P I G F を発現 して い る こ とが 示 さ れ た こ と か ら, こ れ

ら因子もV E G F と と もに オ
ー

トク リ ンま た は パ ラ ク リ ン に血 管

細胞自身に作用 して い る可 能性 が考え ら れ た(図10) . 今後血 管

機能 の 恒常性維持 や 血 管新生 の 機構を明 ら か に して い く うえ

に
,
こ れ ら V E G F フ ァ ミ リ

ー の 機能 の 解 明が 必須 と考え られ

る .

結 論

1 . 本 研究 に よ り, V E G F フ ァ ミリ
ー

に 属す る 新 し い メ ン バ

ー

,
V E G F - B

,
V E G F - C

,
PI G F の ウ シ c D N A と こ れ ら が コ

ー

ド

す る蛋白の 構造が 初め て明 ら か と な っ た .

2 . ウ シ網膜微小血管周皮細胞 と ヒ ト皮膚微小血管内皮細胞

で の V E G F フ ァ ミリ
ー の 発現をR T P C R 法 に より検討 した結果,

両 細胞種で V E G F と と も にV E G F - B , V E G F- C , PI G F す べ ての

m R N A が 検出 され た . 血 管新 生 の 主賓因であ る低酸素 に よ っ て

周皮細胞で は V E G F m R N A と PI G F m R N A が ,
内皮細胞で は4

m R N A 分子種す べ て が 増加 し た .

3 . 競合 P C R 法 に より , 徴′ト血 管内皮細胞 にお ける m R N A 量

比 はPIG F ≫V E G F > V E G F - B , V E G F - C の 順 に高く各 々 細胞あ

たり約300 分 子, 2 ､ 3 分子, 1 分子 以 下 と算定 さ れ た . 周皮細

胞 で はV E G F - C (6 0 分子/ 細 胞) > V E G F (1 2 分 子/ 細胞) > V E G F
L

B (1 分子/ 細胞) > PI G F (1 分子 以 下/ 細胞) の 順で あ っ た .

以上 より
,
微小 血 管細胞自身が V E G F の み な ら ずV E G F - B

,

V E G F -C
,
PI G F を産生 し て い る こ と が 明 らか と なり ,

こ れ らの

因子もV E G F と と も に オ
ー

ト ク リ ン また は パ ラ ク リ ン に血 管細

胞自身 に作用 し, 血 管 の 恒 常性維持や 血 管新 生 に 関与 して い る

可 能性 が考え られ た .

謝 辞

稿 を終え る に あたり御 指導と本論 文の 御校 閲を賜りま した 川本 博教

授 に深 甚な る 謝意 を表します . ま た
,
始 終直接 御指導頂きま した 米倉秀

人肋教授と御 支援御協 力頂きま した金沢 大学医学部生化学第二 講座
の 皆

様 に感 謝致 します .

文 献

1) H a n a h a n D . Si g n ali n g v a s c u l a r m o r p h o g e n e si s a n
d

m ai n t e n a n c e . S ci e n c e 2 7 7 : 4 8
- 50

,
1 9 97

2 ) R i s a u W .
M e c h a n i s m s of a n gi o g e n e si s . N at u r e

,
3 8 6 : 67 1-

6 7 4
,
1 9 9 7

3 ) Y a m a gi s h i S , K o b a y a s h i K , Y a m a m o t o , H ･ V a s c ul a r

p e ri c y t e s n o t o nl y r e g u l a t e g r o w th , b u t a
l s o p r e s e r v e

p r o st a c y cli n
-

p r O d u ci n g ab ilit y a n d p r o
t e ct a g ai n s t li pid p e r o xi d e

-

i n d u c e d iIj u r y o f c o - C ult u r e d e n d o th eli al c ell s . Bi o ch e m B i o p h y s

R e s C o m m un 1 9 0 : 4 1 8 -4 2 5
,
1 9 9 3

4 ) Y a m a g i s h i S , H s u C - C , K o b a y a s h i K , Y a m a m o t o
H ･

E n d o th eli n l m e di a te s e n d o th eli al c ell
-d e p e n d e n t p r olif e r ati o

n of

v a s c u l a r p e ri c yt e s ･ B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 1 9 1
: 8 4 0 -

8 4 6
,
1 9 9 3

5 ) Le u n g D W , C a ch i an e S G , K u an g W J , G o e d d el D V , F e r r a r a

N . V a s c u l ar e n d o th eli al g r o w th fa c to r i s a s e c r et e d a n gi o g e ni c

m ito g e n . S ci e n c e 2 4 6 : 1 3 0 6 - 13 09
,
1 98 9

6 ) N o m u r a M , Y a m a gi s hi S , H ar ad a S , H a y a s hi Y , Y am a S h
i m a



V E G F フ ァ ミ リ
ー 遺伝子群 の 構造と発現

T
,
Y a m a s h ita J . Y a m a m o t o H . P o s sibl e p a rti cip ati o n o f a u t o c ri n e

a n d p a r a c ri n e v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r s i n h y p o x i a
-

i n d u c e d p r olif e r a ti o n o f e n d o th eli al c ell s a n d p e ri c yt e s . J B i o I

C b e m 2 7 0 : 2 83 1 6
-2 8 3 2 4

,
1 9 9 5

7 ) 川.
上卓久 , 山岸 昌

一

, 野 付素弘 , 藤 森英希 , 劉 暁旭
,

原田 真市, 浦 山 博, 渡辺 洋宇, 米倉秀 人 山本 博 . 血管新

生と 血 管V E G F : 低酸素応答 にお ける 内皮h e t e r o g e n eity と管脛

形成 へ の V E G F の 関与. 生 化学68 : 1 0 5 4
,
1 99 6

8 ) Y a m a m o t o H , N o m u r a M , Y a m a gi s h i S , K a w a k a m i T ,

H a r a d a S
,
T s u b a m o t o S

,
Li u X

,
Y o n e k u r a H . V a s c u l a r V E G F :

¶ 1 e e X P r e S Si o n a n d r ol e s i n h y p o x i a
-d ri v e n a n gi o g e n e si s . J V a s c

R e s 3 3 (S l): 1 1 0 , 1 9 9 6

9 ) 米倉秀 人, Xi a o x u Li u , 山岸昌
一

, 野村素弘, 石 田秀幸
,

K a ri A lit al o
,
LL[ 本 博 . 血管新生 の オ

ー

トク
T) ン制御 . 生 化学

69: 4 8 8
,
19 9 7

1 0) 山本靖彦, 藤 森英希, 山 岸昌
一

, 野村 素弘 , 米倉 秀人,

山本 博. 低酸 素の 周皮細胞増殖促進作用は V E G F を メ デ イ エ

ー タ ー と する . 生化 学 69 : 7 8 0
,
1 9 9 7

1 1) 0 l of s s o n B , P aj u s ol a K , K ai p ai n e n A , V O n E ul e r G , J o u k o v

V
,
S a k s el a O

,
O r p a n a A , P e tt e r s s o n R F , Al it al o K , E rik s s o n U .

V a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r B , a n O V el g r o w th f a c t o r f o r

e n d o th eli al c ell s . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 93 : 2 5 76 -2 5 8 1
,
1 9 9 6

1 2 = o u k o v V , P aj u s ol a K , K aip ai n e n A , C h il o v D , L a h ti n e n I ,

K u k k E
,
S a k s el a O

,
K al k k i n e n N

,
Alit al o K . A n o v el v a s c ul a r

e n d o th eli al g r o w th f a c t o r , V E G F
- C
,
i s a li g a n d f o r th e Fl t4

(V E G F R -3) a n d K D R (V E G F R - 2) r e c e pt o r t y r o si n e ki n a s e s .

E M B O J 1 5 : 2 9 0 -2 9 8
,
1 9 9 6

1 3) M a gli o n e D , G u e r ri e r o V , V i gli e tt o G , D elli - B o vi P , P e r si c o

M G . I s ol ati o n of a h u m a n pl a c e n t a c D N A c o di n g f o r a p r o t ei n

r el a t e d t o th e v a s c ul a r p e r m e a b ili ty f a c t o r . P r o c N a tl A c a d

S ci U S A 8 8 : 9 2 6 7 -9 2 7 1
,
1 9 9 1

1 4) M u s t o n e n T , A lit al o K . E n d o th eli al r e c e p t o r ty r o si n e

ki n a s e i n v oI v e d i n a n gi o g e n e si s . J C ell B i ol 1 2 9 : 8 9 5 -8 9 8 , 1 9 9 5

1 5) Y o n e k u r a H , N at a K , W a t a n ab e T , K u r a sh i n a Y , Y a m a m o to

H
,
O k a m o t o

,
H . M o s ai c e v o l u ti o n o f p r e p l

･

O p a n C r e a ti c

p o l y p e p ti d e . ⅠI S t r u c t u r al c o n s e r v a ti o n a n d d i v e r g e n c e i n

p a n c r e ati c p ol y p e ptid e g e n e . J B i oI C h e m 2 6 3 : 2 9 9 0 -2 9 9 7 , 1 9 88

1 6) W a n g A M , D o yl e M V , M a rk D F . Q u a n tita ti o n o f m R N A b y

th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 8 6 : 9 7 1 7 -

9 72 1
,
1 9 8 9

1 7) L a g n a d o C A , B r o w n C Y , G o o d all GJ . A U U U A i s n o t

S u ffi ci e n t t o p r o m o t e ポ
7) (A ) s h o rt e n i n g a n d d e g r a d a ti o n o f

m R N A : th e fu n cti o n al s e q u e n c e w ith i n A U-ri c h el e m e n ts m a y b e

U U A U U U A (U / A)( U/ A) . M oI C ell B i ol 1 4 : 7 9 84-7 9 95 , 1 9 9 4

1 8) Z u b i a g a A M , B el a s c o J G , G r e e n g e r g M E T h e n o n a m e r

U U A U U U A U U i s th e k e y A U
-

ri c h s e q u e n c e m o tif th at m e d i at e s

m R N A d e g r a d a ti o n . M oI C ell Bi ol 1 5: 2 2 1 9- 22 3 0 , 1 9 9 5

6 2 5

1 9) C z y z y k -Iむ z e sk a M F , B e l
･

e Sh J E . C h a r a ct e riz a ti o n of th e

h y p o x i a
-i n d u ci bl e p r o t ei n b in di n g sit e w ithi n th e p y ri m idi n e

- ri ch

t r a c t i n th e 3
'
-

u n tr a n Sl a te d r e gi o n of th e t y r o si n e h y d r o x yl a s e

m R N A . J B i oI C h e m 2 7 1 : 32 9 3 -3 2 9 9
,
1 9 9 6

2 0) 0l of s s o n B , P aj u s ol a K , V O n E ul e r G , C hil o v D , Alital o K ,

E ri k s s o n U . G e n o m i c o r g a ni z a ti o n o f th e m o u s e a n d h u m a n

g e n e s f o e v a s c u l a r e n d oth eli al g r o w th f a ct o r B ⅣE G F - B ) a n d

C h a r a c te riz a ti o n o f a s e c o n d s pli c e i s o f o r m . J B i oI C h e m 2 7 1 :

1 93 1 0 -1 9 3 1 7 , 1 9 9 6

2 1) M a gli o n e D , G u e r ri e r o V , V i gli e tt o G , F e r r a r o M G ,

A p r elik o v a O
,
j uit al o K

,
V e c c h i o S D

,
Le i K J , C h o u J Y , P e r si c o

M G ･ T w o al te rn ati v e m R N As c o di n g f o r th e a n gi o g e ni c f a c to r ,

pl a c e n ta g r o w th f a c to r (PI G F) , a r e tr an S C ri b e d 血･O m a Sin gl e g e n e

Of c h r o m o s o m e 1 4 . O n c o g e n e 8 : 9 2 5
- 9 3 1 , 1 9 93

2 2) J o u k o v V , S o r s a T ,Ⅰ血 m ar Ⅴ,J elt s c h M , C l a e s s o n - W el sh L .

C a o Y
,
S a k s el a O

,
K alk k i n e n N

,
Ali tal o K P r o te o lyti c p r o c e s si n g

r e g ul at e s r e c e p t o r s p e ci丘city a n d a c ti vi ty of V E G F
L C . E M B O J

1 6 : 3 8 9 8 -3 9 1 1
,
1 9 9 7

2 3) L e v y A P , L e v y N S , G ol d b e r g M A . H y p o x i a
-i n d u cib l c

P r O t ei n b i n d i n g t o v a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r m R N A a n d

i ts m o d u l ati o n b y th e v o n H ip p el↓i n d a u p r ot ei n , J B i oI C h e m .

2 7 1 : 2 5 49 2 -2 5 4 9 7
,
1 9 9 6

2 4) E n h ol m B , P a a v o n e n K , Ri sti m a ki A , K u m a r V , G u pji Y ,

I Q ef岳tr o m J , Ki vi n e n L , I , ai h o M . 0 l of s s o n B
,J o u k o v V , E ri k s s o n

U
,
A lit al o K

.
C o m p a ris o n of V E G F , V E G F

- B
,
V E G F - C a n d An g

- 1

m R N A r e g u l a ti o n b y s e r u m , g r O W th f a ct o r , O n C O p r O t ei n s a n d

h y p o xi a . O n c o g e n e 1 4 : 2 4 7 5
-2 4 8 3

,
1 9 9 7

2 5) G uill e m i n K , K r a s n o w M A . n e h y p o x i c r e s p o n s e : H u 戊Il g

a n d H I Fi n g . C el1 8 9 : 9
-1 2

,
1 9 9 7

2 6) E m a M , T a y a S , Y o k o t a n i N , S o g a w a K , M at s u d a Y , F ujii-

K u ri y a m a Y , A n o v el b H L H - P A S f a c t o r w i th cl o s e s e q u e n c e

Si m il a rit y t o h y p o x i a
-i n d u cib l e f a c t o r l α r e g ul a te s th e V E G F

e x p r e s si o n a n d i s p o t e n ti all y i n v o I v e d i n l u n g a n d v a s c u l a r

d e v el o p m e n t . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 4: 4 2 7 3
-4 2 7 8

,
1 9 97

2 7) K u k k E , I才 m b o u s s a ki A , T air a S , K ai p ai n e n A , J elts c h M ,

J o u k o v V , A lit al o K . V E G F - C r e c e p t o r b i n di n g a n d p a tt e r n of

e x p r e s si o n w ith V E G F R-3 s u g g e st s a r ol e i n ly m p h a ti c v a s e ul a r

d e v el o p m e n t . D e v el o p m e n t 1 2 2 : 3 8 2 9
- 3 8 3 7

,
1 9 9 6

2 8) J elt s c h M , K ai p ai n e n A , J o u k o v V , M e n g X , L ak s o M ,

R a u v al a H
,
S w a rt z M

,
F u k u m u r a D

, J ai n R K , Al i t al o K .

H y p e r pl a si a of l y m p h ati c v e s s el s i n V E G F- C t r a n s g e ni c m i c e ,

S ci e n c e 2 7 6: 1 4 2 3-1 4 2 5 , 19 9 7

2 9) C a o Y , C h e n H , Z h o u L , C h i a n g M - K
,
A n a n d- A pt e B ,

W e a th e rb e e J A , W a n g Y , F a n g F , F l a n a g a n J G , T s a n g M I ; S ,

H et e r
･

O di m e r s o f pl a c e n t a g r
･

O W th f a c t o r/ v a s c ul a r e n d o th eli al

g r o w th f a ct o r . J Bi oI C h e m 2 7 1 : 3 1 5 4 -3 1 6 2 , 1 9 9 6



6 2 6

S t r u ct u r e a n d E x p r e s si o n o f V E G F F a mi ly
-

I s ol ati o n of B o v i n e c D N A s E n c o di n g V E G F ･ B
,
V E G F ･ C a n d P I G F

,

a n d Q u a n ti t ati v e A n al y sis of T h ei r E x p r e s si o n s in M i c r o v as c u l a r E n d o t h eli al C ell s a n d P e ri cy t e s
~

X i a o x u L i u
,

D e p a r
t rn e nt Of B i o c h e m i s try , S c h o o l o f M e di ci n e , K

a n a z a w a U ni v e r s lty , K a n a z a w a 9 2 0 - J ･ J u z e n M e d S o c ･ , 1 0 6 , 6 1 4 - 6 2 6

( 1 99 7 )

K e y w o r d s v a s c u l a r e n d o th eli a l g
r o w th f a c to r f a m il y , m i c r o v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s , P e r l C y t e S , h y p o x

i a
,
C D N A cl o n l n g

A b st r a ct

A s a fi r s t st e p to
w a rd th e el u cid ati o n o f th e e x p r e s si o n a n d fu n c ti o n o f n e w m e m b e r s o

f th e V E G F f a mi 1 y , th e a u th o r

i s ol a t e d th e b o v i n e c D N A s e n c o di n g V E G F
q B

,
V E G F - C a n d P I G F fr o m th e b o v i n e h e a r t - d e ri v e d c D N A lib r a r y ･ ( 1) T h e

b o vi n e V E G F - B c D N A
,
W h i c h w a s n a m e d a s V E G F - B 1 67

,
e n C O d e d 1 8 8 - a m i n o a ci d p r o t ei n c o n t ai n l n g 2 1

-

a m i n o a ci d si g n al

s e q u e n c e ･ T h e n u cl e oti d e a n d d e d u c e d a mi n o a ci d s e q u e n c e s o f th e b o v i n e a n d h u m a n c D N A s s h a r e d 9 3 ･7 % a n d 9 3 ･6 %

s e q u e n c e id e n ti ty , r e SP e Cti v el y ･ A s p li c e
v ari a n t e n c o di n g m a t u r e V E G F

q B o f 1 8 6 a m i n o a ci d s w a s al s o i s ol a t e d ･ (2) T h e

b o vi n e V E G F - C c D N A e n c o d e d 4 2 0 - a m i n o a ci d p r o t e i n c o n t a i n l n g 2 0
-

a m i n o a c id sig n al s e q u e n c e ･ T h e n u c l e oti d e a lld

d e d u c ed a mi n o a ci d s e q
u e n c e s o f b o vi n e a n d h u m a n c D N As s h a r e d 8 6 ･9 % a n d 8 8 ･l % s e q u e n c e id e n tity , r e SP e C ti v e

l
y ･ ( 3)

T h e b o vi n e P I G F c D N A e n c o d e d 1 4 9 - a mi n o a ci d p r o t ei n c o n t ai n l n g 2 0
-

a mi n o a ci d si g n al s e q u e n c e ･ T h e n u c l e o ti d e a n d

d e d u c e d a m i n o a c id s e q u e n c e s o f b o v i n e a n d h u m a n c D N A s s h a r
e d 7 4 ･9 % a n d 7 5 ･

2 % s e q u e n c e id e n tlty , re S P e C ti v e ly ･ N e x t
,

b o v i n e r eti n al p e n c y t e s a n d h u m a n d er m al m i c r o v a s c ul a r e n d o th eli al c ells w e r e c u lt u re d u n d e r v a ri o u s o x y g e n t e n si o n s , a n d

s ubj e ct e d t o th e a n al y si s of e x p r es si o n of th e V E G F f a m ily g e n e s i n th e s e c ell ty p e s ･ Q u a n tit a ti v e r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n
-

p o ly m e r a s e ch ai n r e a c ti o n a n al y si s d e m o n st r at e d th
a t b oth c e ll s p o s s e s s n ot o n ly V E G F m R N A b u t a l s o V E G F

- B
,
V E G F - C

a n d P I G F m R N A s . T o q u a n tify th e a m o u n t o f e ac h m R N A s p e ci e s , th e a u th o r c o n d u c te d c o m p e ti ti v e P C R u s l n g m R N A s

fr o m h u m a n m i c r o v a s c u l a r e n d o th eli al c ell s a n d f r o m b o v i n e p e r l C y t e S C ul tu r e d u n d e r n o r m o x i a ･ T h e c o m p e titi v e P C R

e s t a bli s h e d th a t l /
∠g P O
ly A

+

R N A f r o m th e e n d ot h eli al c ell s c o n t ai n s a b o u t ～

7 ･5 × 1 0
5

m ol e c u l e s o f V E G F m R N A a n d
､

9 .5 × 1 0
7

m ol e c u l e s o f PI G F m R N A , a n d V E G F
- B a n d C m R N A s b e l o w q u a n tit a ti v e l e v e

l (1 e s s th a n
～

3 .8 × 1 0
4

c o p i e s a n d

～ 4 × 1 0
2

c o p i e s 小g p oly A
十

R N A
,
r e SP e C ti v el y) ･ T h e c o m p e ti ti v e P C R a l s o s h o w e d t h at l FL g P Oly A

+

R N A fr o m th e p e ri c y te s

c o n tain s ～ 2 .4 × 1 0
6

,

､

1 .2 × 1 0
5

,

～

1 .2 × 1 0
7

a n d
～

2 ･4 × 1 0
ヰ

c o p l e S O f V E G F , V E G
F - B

,
V E G F - C a n d P I G F m R N A s

,

r e s p e c ti v e ly ･ T h e s e r e s u lts s u g g e s t th at th e m e m b er s of th e V E G F f a m il y p l a y l m P O rt a n t r O l e s i n th e h o m e o s ta si s of th e

m i c r o v a s c ul a r sy s te m a n d i n a n g 1 0 g e n e Si s i n a u t o c ri n e a n d p ar a C
ri n e m a n n e r s ･


